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© Mikrocarrier fur verankerungsbedurftige Zellen. 

© Die Erfindung betrifft einen Mikrocarrier aus aus- 
schliefilich bioiogischem Material fur lebende Zellkul- 
turen. 
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Die Erfindung betrifft ein modifiziertes Trager- 
material als Mikrocarrier fur verankerungsbedurfte 
Zellen, insbesondere fur Saugerzellen. 

Nach dem Stand der Technik war es bekannt, 
fur verankerungsbedurftige Zellen Trager mit Glas- 
oder Kunststoffoberflachen zu verwenden. Das 
Scale-up wird dabei durch einfaches Vergro/tern 
der Oberfiachen erreicht. 

Seit 1967 werden alternativ Mikrocarrier zur 
Anzucht und Kultur von verankerungsbedurftigen 
Zellen eingesetzt. Als Tragermaterial dienen ver- 
schiedene Materialien (Glas, Kunststoffe, vernetzte 
Polysaccharide). Die Adhasion wurde durch chemi- 
sche Modifikation der Trageroberflachen entschei- 
dend verbessert. In den meisten Fallen wird dazu 
Collagen kovalent an die Oberfiachen der Trager 
gebunden. Das Scale-up im Falle von Mikrocarriern 
erfolgt durch einfache Zugabe frischen Tragerma- 
teriais; dabei erfolgt eine Zellwanderung von be- 
reits besiedelten Carriern hin zu den frischen Tra- 
gern. 

Erfindungsgema/3 wird eine neue Klasse von 
derivatisierten vesikularen Materialien (ZSM = zell- 
strukturiertes Material) zur Verwendung als Trager- 
material vorgeschlagen, die aus hochgereinigten 
ganzen Zellen bzw. Zellverbanden von Pflanzen 
bestehen. 

Die ubrigbleibenden Zeliwande bestehen dabei 
nur noch aus naturlichen Polysaccharide^ was mit 
entscheidenden Vorteilen verbunden ist. Der leere 
Innenraum (Vesikel) kann Flussigkeiten und darin 
geloste Substanzen aufnehmen. 

Die Herstellung und allgemeine Verwendung 
solchen Materials als chromatographisches Medi- 
um wurde bereits dem DD-Patent 247 570 offen- 
bart 

Ein solches Material kann im Gegensatz zu 
den konventionellen Materialien als voll-biologisch 
bezeichnet werden. Wahrend die Oberfiachen kon- 
ventioneller Tragermaterialien mehr oder weniger 
regelmaflig geformt sind, stellen die Oberfiachen 
von vesikularen Materialien geometrisch komplexe, 
quasi-naturliche fraktale Gebilde dar, wodurch die 
Adhasion von Zellen begunstigt wird. 

Das erfindungsgema/te modifizierte Tragerma- 
terial kann nach folgendem Verfahren hergestellt 
werden: Trockenes vesikulares Material wird auf 
eine Partikelgro/te (Korngro/te) von 20 bis 300 urn 
gesiebt; bevorzugt ist eine Partikelgro/te zwischen 
60 und 125 urn. Das abgesiebte Material wird mit 
einer 10 - 50 millimolaren NalO*-Ldsung - deren 
pH-Wert sauer eingestellt ist - versetzt, deren Men- 
ge so abgemessen ist, da/3 das getrocknete vesiku- 
lare Material darin quellen kann. Man laflt das 
Material zwischen 30 und 180 Minuten in dieser 
Losung oxidieren und wascht es anschlie/tend 
mehrmals mit Wasser - moglichst destilliertem 
Wasser - aus. Bevorzugtes Oxidationsmittel ist eine 



0.15 molare Phosphat-Pufferlosung (pH = 4,5), die 
20 mMol/ltr NaJO* enthalt, wobei das vesikulare 
Material 60 Minuten mit dieser Losung behandelt 
wird. 

5 Das so behandelte und gewaschene Material 

wird dann in verdunnter wasseriger Proteinlosung 
uber Nacht inkubiert, wobei die Konzentration der 
Proteinlosung wie auch die Temperatur der Pro- 
teinlosung je nach Protein einzustellen ist. Hinsicht- 

iq lich der Temperaturbedingungen sollte Raumtem- 
peratur (ca. 20° C) nicht uberschritten werden. Fur 
Collagen erwies.sich eine 1 Gew.-%-ige Losung in 
Wasser bei einer Behandlungstemperatur von 4°C 
als gunstig. Anschiieflend wird das mit dem Protein 

rs beschichtete vesikulare Material weiterverarbeitet, 
in dem es in einer wasserigen Losung von Glycin 
Oder Glycinamid fur ca. 1 Stunde inkubiert wird, 
z.B. in einer 0.5 molaren wasserigen Glycinlosung. 
Danach kann die Hydrierung der Azomethin-Bin- 

20 dungen mit einem geeigneten Reduktionsmittel in 
wasserigem Medium, z.B. mit Natriumborhydrid 
(NaBH 4 , 0,1 %ig in wasserigem Puffer) fur ca. 20 
Minuten bei 4°C erfolgen. Bevorzugt ist ein PBS- 
Puffer, 1 molar, unter Zugabe von trockenem Puff- 

25 ermaterial zur Konstanthaltung des pH-Wertes. An- 
schlie/tend wird das Material wieder gut mit Wasser 
gewaschen, der nun fertige Mikrocarrier wird in 
wasseriger 0.9 Gew.-% NaCI-Losung suspendiert. 
Ein weiterer wesentlicher Vorteil des erfindungsge- 

30 maflen Mikrocarriers ist es , dafl er ausschlieClich 
aus biologischem Material besteht und dafl seine 
Herstellung im Vergleich zu den bisher bekannten 
Carriern fur lebende Zellen einfacher und kosten- 
kunstiger ist. Erfindungsgemafi wird ein solches 

35 vesikulares Material so modifiziert, da/3 eine die 
Adhasion fordernde Substanz kovalent auf der frak- 
talen Oberflache des vesikularen Materials gebun- 
den ist. Solche adhasionsfordernden Stoffe sind 
bekannt, so z.B. Proteine und Peptide insbesonde- 

40 re Collagen, wie z.B. Collagen R oder natives Col- 
lagen, Laminin und vi greenforms Der erfindungs- 
gema/te Mikrocarrier kann als Tragermaterial fur 
verankerungsbedurftige, lebende Zellen verwendet 
werden. Die Preparation derartiger Systeme mit 

45 lebenden Zellen sind aus dem Stand der Technik 
bekannt. 

Aufgrund der Materialeigenschaften von ZSM er- 
folgt die Sterilisierung bevorzugt durch Gamrna- 
Bestrahlung (Dosis 5-10 kGy). Zur Vermeidung 

so von strahlungsbedingten Schaden am Carrier 
(Radikalreaktionen) konnen der Suspensionslosung 
0.1 % oder mehr Histidin oder Histidinamid oder 
andere Radikalfanger zugesetzt werden. 

Anstelle von kovalent gebundenen Collagen 

55 kann der erfindungsgema/te Mikrocarrier auch an- 
dere Proteine oder Peptide als Adhasiosfaktoren 
kovalent gebunden enthalten. Beispielhaft seien ge- 
nannt: 
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- Lamirrin (Glycoprotein, Mr ca. 10 6 ; fur 
Epidermal- u. Endothelialzellen). 

- poly-D-Lysin (Mr 30 - 70.000 bzw. 70- 
150.000). 

Tierische Zellen, die beispielsweise auf dem 
erfindundungsgema/ten Mikrocarrier wachsen kon- 
nen, sind: 

- V79 Hamsterlungen-Fibroblasten, 

- Humanendothelialzellen, 

- Hamsternierenzellen, 

- Goldhamsterovarialzellen, 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung 
erlautern, ohne sie in ihrem Umfang einzuschran- 
ken. 

Preparation des vesikularen Tragermatrials 
(Beispiele) 

Hier: Zuckerruben-Material 

1 . Zellaggregate aus der Zellkultur mit Leitungs- 
wasser gut waschen. 

2. Phosphorsaures EtOH (1 ml Phosphorsaure 
pro 1 I 80 - 90 % EtOH) in die Packung aus 
Zellaggregaten hineinwaschen. Fur eine Pak- 
kung von 3 - 4 I werden ca. 7 I angesauerten 
EtOH benotigt. EtOH wird am Ablauf zur Rege- 
neration aufgefangen, sobald der ablaufende Ex- 
trakt klar und stark gelb gefarbt ist. Die Extrak- 
tion wird danach mit 96 % EtOH fortgesetzt, bis 
die Zellaggregate entfarbt sind und der Extrakt 
farblos ablauft (ca. 6 I). 

3. Die EtOH-feuchte Packung wird nun mit 6 I 1 
% Phosphorsaure (mit Na 2 HP04 auf pH 2.5 
gebracht) gespult. Die Spulung ist beendet, 
wenn der ablaufende EtOH einen Wassergehalt 
von ca. 40 % aufweist. 

4. Anschliei3end wird die Packung mit je 3 I 
Aqua dest. zweimal aufgeruhrt und unter Ruhren 
bis zum Festwerden drainiert. Anschiiefiend wird 
mit 3 I Aqua dest. im Festbett eluiert. 

5. Die Packung wird unter Zugabe von Aqua 
dest. auf ein Suspensionsvolumen von ca. 6 I 
gebracht. Die Suspension wird nun auf pH 6.5 
gebracht und mit 7 g KCI versetzt. In die Su- 
spension werden 0.3 I Trypsiniosung (ca. 23 g/l) 
eingeruhrt. 

6. Ansatz 24 Stunden unter langsamem Ruhren 
auf 20 - 25 °C halten. Danach nochmals 0.3 I 
Trypsiniosung wie unter (5) zugeben. 

7. Nach ca. 48 Stunden Zugabe von 5 ml eines 
neutral reagierenden ionischen Tensids 
(Konzentrat). Nachspulen mit Aqua dest. 

8. Die wasserfeuchte Packung wird nun mit ca. 
6 I 0.5 % NaCI-Ldsung gewaschen. Packung 
danach in 3 I Soerensen-Puffer (pH 7) suspen- 
dieren und der Puffer ablaufen lassen. In die 
Packung nun 3 I Aqua dest. einziehen lassen. 



9. Der Ansatz nach (8) kann nun einer Natfsie- 
bung zugefuhrt werden Oder nach Trocknung im 
Luftstrom einer Trockensiebung zugefuhrt wer- 
den. 

5 

Preparation des vesikularen Trager materials 
(Beispiel) ' 

Hier: Kohl-Material 

10 

1. Gewaschener Kohl wird entblattert und ge- 
hackselt. Danach gut mit Leitungswasser wa- 
schen. 

2. 100 - 120 kg gehackselte Masse werden in 
75 angesauertem Wasser (400 l H 2 0 + 1 I H3PO4 

+ 0.2 kg Na 2 HPOO inkubiert (24 - 48 h, 4- 
10° C). Ablauf und Waschen mit EtOH (50 %, 
dann 70 %). 

3. Nach Ablauf der wassrigen EtOH-Ablauge 
20 wird mit ca. 60 *C heiGem 80 -90 % EtOH 

extrahiert. Dabei werden Lipidbestandteiie her- 
ausgelost und Wasser verdrangt. 

4. Pflanzenmasse mit Wasser waschen. Nach 
Ablauf des Waschwassers Masse in 100 Liter 

25 Trypsiniosung (enthalt ca. 0.04 kg Trypsin) su- 
spendieren und ca. 48 - 60 Stunden bei 20 - 
25 °C langsam ruhren. Die Suspensionslosung 
sollte einen pH von 6.5 aufweisen. 

5. Nach Ablauf der Suspensionslosung wird die 
30 Packung unter Ruhren mehrmals gewaschen, 

bis der Ablauf Ninhydrin-negativ ist. 

6. Die Masse wird nun vermoost, nochmals ge- 
waschen (Wasser) und mit EtOH (Gradient 50 - 
70 - 80 - 90 - 96 %) entwassert. 

35 7. Die Trocknung erfolgt im warmem Luftstrom. 
Anschliefiend kann das Trockenmaterial vermah- 
len werden. 

1. Entfarbung und Lipidextraktion 

40 " ' ~ — — - — 

1.1 Die Zellaggregate werden im Siebgefai3 ge- 
sammelt und mit Leitungswasser gewaschen 
(dabei ohne Unterdruck arbeiten). 

1.2 Die Zellaggregate werden mit phosphorsau- 
45 rem Ethanol (1 ml Phorphorsaure pro 1 80 - 90 

%iges Ethanol) entfarbt. Dazu wird das ange- 
sauerte Ethanol zunachst zweimal in kleinen 
Mengen (weniger als 10 % des Packungsvolu- 
mens) auf die Packung gegeben. Bevor das 

50 erste Mai Ethanol zugegeben wird, sollte das 
Wasser noch in geringer Menge uber der Pak- 
kung stehen, damit anfangs ein Ethanolgradient 
durch die Packung lauft. Nachdem etwa 0,5 I 
sauren Ethanols in die Packung eingedrungen 

55 sind, wird das Material mit 6 I des angesauerten 
Ethanols uberschichtet Es wird ohne Unterdruck 
im Festbett extrahiert. Das Ethanol wird am Ab- 
lauf zur Regeneration aufgefangen, sobald der 
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ablaufencte Extract klar und stark gelb gefarbt 
ist. Die Extraktion wird danach mit 96 %igem 
Ethanol fortgesetzt, bis die Zellen entfarbt sind 
und der Extrakt farblos ablauft (ca. 6 I). 

5 

2. Enzymatische Protoplasma-Solubilisierung und 
Extraktion (bezogen auf 3-4 I Packungsvolumen) 

2.1 Die ethanolhaltige Packung wird mit 6 I 
1%igen Phosphorsaurepuffers gespult. Die er- 10 
forderliche Menge wird bereitet, indem 1%ige 
Phosphorsaure (techn.) bei potentiometrischer 
Kontroile des pH mit gesattigter Na 2 HP04-Lo- 
sung auf pH 2,5 gebracht wird. Das ablaufende 
Ethanol wird aufgefangen. Es wird ohne Unter- 15 
druck gearbeitet. Zunachst wird eine geringe 
Menge des Puffers in die Packungsoberflache 
geruhrt, solange etwas Ethanol Giber der Pak- 
kung steht. Bei diesem Vorgang kommt es dar- 

auf an, Klumpenbildung an der Oberfiache zu 20 
vermeiden. Nach dem Festwerden der Packung 
wird 2x mit je 3 I des Phosphorsaurepuffers 
uberschichtet, und das Ethanol wird gesammelt, 
bis es einen Wassergehalt von 40 % aufweist 
(Spindel). 25 

2.2 Anschlie/tend wird die Packung mit je 3 I 
Aqua dest zweimal aufgeruhrt und unter Ruhren 
bis zum Festwerden drainiert, anschlie/tend mit 
3 I Aqua dest. im Festbett eluiert 

2.3 Die feuchte Masse wird in ein 10 l-Gefafl 30 
uberfuhrt Am Siebgefafl anhaftende Reste wer- 

den mit dest. Wasser in das gleiche Gefa/3 
gespult. Durch Zugabe von Aqua dest. wird das 
Valumen der Suspension auf ca. 6 I gebracht. 
Bei potentiometrischer Kontroile wird die Su- 35 
spension mit gesattigter Na2HP04-Losung auf 
pH 6,5 gebracht, danach werden 7 g KCI und 3 
g NaN 3 in die Suspension geruhrt. 7 g Trypsin 
zur Zellzucht (Firma Belger, Kleinmachnow) wer- 
den in 0,3 I Aqua dest gut verruhrt und in die 40 
Suspension der Zellaggregate gemischt. Das 
Gefa/3 wird abgedeckt und bei Zimmertempera- 
tur (20 - 25 *C) aufgestellt. Nach 24 h werden 
weitere 7 g Trypsin in oben beschriebener Wei- 
se zugegeben. 45 
2.4. Nach etwa 48 h werden die Zellaggregate 
gewaschen. Hierzu gibt man 5 ml eines konzen- 
trierten neutral reagierenden Spulmittels 
(Natriumalkylsulfonat) zu der Suspension, uber- 
fuhrt sie vollstandig mit Nachspulen (Aqua dest.) 50 
in das Siebgefa/3, lafit die Masse absetzen und 
verruhrt sie zweimal mit 3 I 0.5 %iger NaCl- 
Losung. Anschlie/tend wird die Masse abge- 
deckt und als geschlossene Packung mit 6 I 
NaCI-Losung (0,5 %) gewaschen. Hieran 55 
schlieflt sich ein Aufruhren mit 3 I 0,1 M 
Phosphatpuffer pH 7 (Soerensen) an. Nach dem 
Festwerden laflt man 3 I Aqua dest. einziehen 



und benetzt anschlie/tend die Oberfiache mit 
Ethanol. Beim Einziehen des Ethanols wird die 
Packung an der Oberfiache leicht verruhrt und 
anschlie/tend mit 80 - 90 %igem Ethanol (1.5 I) 
uberschichtet. Nach dem Einziehen des 80 - 90 : 
%igen Ethanols wird 96 %iges Ethanol (4 I) 
zugegeben. Das Ethanol lauft ohne Unterdruck . 
durch die Packung. Das durchlaufende Ethanol ! 
wird gesammelt, sobald es eine Konzentration 
von > 60 % erreicht hat. ; 

i 

3. Trocknen 

" ! 

Die ethanolhaltige Masse wird auf einer gro/ten j 
Filternutsche durch den Unterdruck einer Wasser- 
strahlpumpe vom beweglichen Teil des Ethanols i 
befreit. Dabei wird die Masse mit einem Plastspatel ! 
an den Rand der Nutsche gepretft. Sie wird an- 
schlie/tend mit 1 I einer Mischung aus 96 %igem j 
Ethanol und n-Butanol uberschichtet (Verhaltnis 
10/1). Nach dem Einziehen der Ethanol/Butanol- 
Mischung wird die Packung trockengesaugt, wobei 
das Pulver an der Oberfiache gelockert und an den 
Rand der Nutsche gepreflt wird, damit das Alkohol- 
gemisch gleichmaflig abgesaugt werden kann. Der j 
in der Saugflasche gesammelte Alkohol wird zur 
Destination gesammelt. Das gut abgesaugte, alko- 
holfechte Pulver wird im Vakuumrotationsverdamp- i 
fer getrocknet Hierbei ist darauf zu achten, daj3 j 
sich im Rundkolben eine Schlaufe aus elastischem 
Material (z.B. Polyamidseil) befindet, damit das 
Pulver gut bewegt wird und sich keine Klumpen 
bilden konnen. Klumpenbildung kann durch vorhe- 
riges Sieben des feuchten Pulvers vollstandig ver- 
mieden werden. Der Kolben des Rotationsver- 
dampfers wird mit einem Wasserbad erwarmt 
(Wassertemperatur 70 *C). Der Rundkolben ist zu 
einem Drittei mit dem Material zu fullen. Am Kol- 
benhals mu/3 sich ein Filter aus Polyamidseide i 
befinden, dessen Aufgabe darin besteht, das Her- I 
aussaugen des trockenen Pulvers aus dem Rund- j 
kolben zu verhindern. j 

Preparation eines Derivats des vesikularen Trager- j 
materials aus Zuckerruben — — — — — 

Hier: Co I lag en -Deri vat (Beispiel) 

1. Naflgesiebte Zellaggregate (150 - 300 urn) in 
Periodat-Losung suspendieren (50 mM NalO* + 
500 ml MERCK-Puffer pH 4 + 2000 ml Aqua 
dest., R.T.). Auf 2.5 I der Periodat-Losung soil- 
ten nicht mehr als ca. 1 kg wasserfeuchte Zell- 
masse kommen. 

2. Ansatz bei R.T. und im Dunkeln ca. 1 Stunde 
langsam ruhren. 

3. Ansatz abfiltrieren und gut mit Aqua dest. 
waschen. 
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4. Die F§uchtmasse in ca. 1 I Collagen-Losung 
(0.3-1%) inkubieren und uber Nacht bei 4*C 
langsam ruhren. 

5. Danach gut mit Aqua dest. waschen. 

6. 2.5 g NaBH* in 1.5 I MERCK-Puffer pH 7 
losen. In frische Losung die Pflanzenzellmasse 
einruhren und ca. 30 Minuten bei ca. 10* C 
langsam weiterruhren. Anfangs-pH ca. 8, End- 
pH ca. 9. 

7. Ansatz gut mit Aqua dest. waschen und ferti- 
ges Material wasserfeucht in 0.9 % NaCI-Lo- 
sung suspendieren. Danach Bestrahlung 
(Gamma, ca. 7 kGy). 

Beispiel fur die Kultivierung von lebenden Zel- 
len auf dem erfindungsgema/ten Carriermaterial: 

Zellinien: CHO-KI (ATCC CCL 61); BHK 21 (c-13) 
(ATCCCCL10) 

Die oben genannten Zellinien wurden ausge- 
wahlt, weil sie als Ausgangszellinien vieler gene- 
tisch modifizierter Zellinien zur Herstellung von 
zahlreichen rekombinaten Produkten wie AT III, 
Faktor VIII, Interleukine und Interferone dienen. In 
der Regel unterscheiden sich diese Ausgangszelli- 
nien hinsichtlich ihrer Anheftungseigenschaften 
nicht sehr von den genetisch modifizierten Produk- 
tionszellinien. Die mit den Ausgangszellinien ermit- 
telten Daten lassen sich daher auf die meisten 
Produktionszellinien ubertragen. 
Versuche in Spinnerflaschen: 
Carrierkonzentration: 
63 g r 1 Zuckerruben-ZSM-Collagen-Gel, 
Reaktionsvolumen: 100 bzw. 500 ml 
Drehzahl: 40 Upm 

Temperatur: 37 °C, Brutschrank mit 7.5 % C0 2f 
Luft und 95 % Luftfeuchtigkeit 
pH: 7.0 - 6.6 

Medium: Dulbecco's Modified Eagel Medium 

(DMEM) 80 vol%, Tryptose-phosphate-broth 10 

vol% und Fotales Kalberserum (FCS) 10 vol% An- 

impfkonzentration: 

2 x 10 s Zellen ml" 1 

Versuche im Fermenter: 

Carrierkonzentration: 63 g I" 1 

Zuckerruben-ZSM-Collagen-Gel 

Drehzahl: 45 Upm 

Temperatur: 37° C 

pH: 6.9 

p0 2 : 40 % Luftsattigung 

Medium: Dulbecco's Modified Eagel Medium 
(DMEM) 80 vol%, Tryptose-phosphate-broth 10 
vol% und Fotales Kalberserum (FCS) 10 vol% 
Reaktionsvolumen: 2.2 I 

Analytik: 

Glukose und Laktat wurden enzymatisch mit einem 
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Analyser der Firma YSI bestimmt. Die freien Zellen, 
dienicht auf dem Carrier gebunden sind, wurden 
direkt im Haemocytometer gezahlt. Fur die carrier- 
gebundenen Zellen wurden die Zellen bei den Ve- 
sipormaterialien mit Trypsin/EDTA-Losung von den 
Tragern abgelost und dann im Haemocytometer 
gezahlt. 

Figur 1 zeigt das Wachstumsverhalten 
CHO-KI-Zellen auf Zuckerruben-ZSM-Collagen 

Figur 2 zeigt das Wachstumsverhalten 
BHK 21 Zellen im Fermenter, ebenfalls 
Zuckerruben-ZSM-Collagen. 

Patentansprijche 

1. Mikrocarrier fur lebende Zellen, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ er ein vesikulares Material 
mit mindestens einer adhasionsfordernden 
Substanz enthalt. 

2. Mikrocarrier nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/J das vesikulare Material eine 
Partikelgrofle (trocken) zwischen 20 und 300 
urn sowie eine fraktaie Oberflache 
(gequollener Zustand) aufweist 

3. Mikrocarrier nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die adhasionsfordernde 
Substanz ein Protein oder Peptid ist. 

4. Mikrocarrier nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die adhasionsfordernde Su- 
stanz ein Collagen, Laminin oder poly-D-Lysin 
ist. 

5. Verwendung von vesikularem Material zur Her- 
stellung von Mikrocarriern fur lebende Zellen. 

6. Verfahren zur Herstellung von Mikrocarriern fur 
lebende Zellen, dadurch gekennzeichnet, dai3 
ein getrocknetes vesikulares Material mit einer 
fur lebende Zellen adhasionsfordernden Sub- 
stanz kovalent verknupft wird. 
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Kultivierung von BHK 21 im Fermenter: 
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